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RESUMO: No presente estudo, avaliamos a influência da aloxana sobre as células das
ilhotas pancreáticas de ratos, realizando análise quantitativa das células α, β e δ.
Foram utilizados 20 ratos (Rattus norveggicus), machos, da linha Wistar, distribuídos em dois
grupos de 10 ratos, sendo um, grupo-controle e outro grupo experimental. Após jejum de 36
horas, foram  administrados, por via endovenosa, 40 ml/Kg de monoidrato de aloxana e, cerca de
30 minutos após, foi oferecido alimento ao animal. Ao final de 10 dias de observação, os animais
foram sacrificados. Foram selecionadas amostras de diferentes regiões do pâncreas e subme-
tidas a processamento histológico, tendo sido coradas com hematoxilina e eosina. Para o estu-
do imunoistoquímico, foram utilizados anticorpos antiinsulina, antiglucagon e anti-somatostati-
na. A análise quantitativa foi realizada em oito ilhotas pancreáticas, as  mais representativas de
cada animal. Os resultados foram considerados significativos, quando p<0,05. Houve redução
significativa do número de células β e aumento significativo, do número de células δ. Os resulta-
dos reforçam a afirmação de que a aloxana tem ação destrutiva sobre as células e exerce
influência significativa sobre as células δ pancreáticas, o que já havia sido observado em outros
estudos.
UNITERMOS: Ilhotas de Langerhans. Insulina. Glucagon. Somatostatina. Imuno-histoquí-
mica. Aloxana.
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1. INTRODUÇÃO
O pâncreas endócrino é constituído por peque-
nos grupos circunscritos, as ilhotas de Langerhans (1),
compostas por células α, produtoras de glucagon, cé-
lulas β, produtoras de insulina, células δ, produtoras
de somatostatina e células PP, produtoras de polipep-
tídeo pancreático(2,3). As ilhotas pancreáticas podem
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sofrer alterações funcionais e morfológicas, decorren-
tes de vários fatores, dentre os quais, fármacos que
produzem radicais livres como aloxana e estreptozo-
tocina(4).
A aloxana é uma substância que possui, com-
provadamente, ação seletiva e destrutiva sobre as
células β pancreáticas(5,6) e que induz ao Diabetes
mellitus, em animais experimentais(7,8). Alguns estu-
dos demonstraram que a formação de radicais
superóxido e hidroxila, induzidos por aloxana, é res-
ponsável pela citotoxicidade desse composto (1,6,9/15).
Outros experimentos sugerem que a inibição da se-
creção de insulina por aloxana é causada por sua in-
terferência com as proteínas citoplasmáticas que con-
têm sulfidril e dissulfide (7,16).
Estudo, utilizando o método imunoistoquímico,
observou que os pâncreas dos animais com Diabetes
mellitus, induzido por aloxana, apresentaram redução
de 70% da área da ilhota ocupada pelas células beta,
chegando até a ausência delas, enquanto houve au-
mento da área ocupada por células δ e não houve
alteração no conteúdo de células produtoras de
glucagon nas ilhotas(17). Outro estudo concluiu que,
aparentemente, a aloxana causa não somente a des-
truição das células β, como, também, de toda a ilhota,
com aumento das células  α  e δ por hiperplasia(18).
Com relação à morfologia das ilhotas pancreá-
ticas, havendo coloração por imunofluorescência e
análise morfométrica, e levando-se em consideração
a área total de células por ilhota, demonstrou-se que
as células α  e δ dos pâncreas dos ratos com Diabe-
tes mellitus, induzido por aloxana ou estreptozotoci-
na, estão dispersas e com forma distorcida, em con-
traste com  sua localização periférica normal(19).
Alguns trabalhos demonstraram que, a longo
prazo (tempo maior que 60 dias), o tratamento de ra-
tos, com doses subdiabetogênicas de aloxana, induz à
hipoglicemia somente em aproximadamente 25% dos
animais. O mecanismo de melhora do Diabetes, nes-
se caso, parece estar relacionado aos mecanismos de
reparo nas células β, iniciados pela própria aloxana ou
pela hipoglicemia de longa duração(20). Outro estudo
demonstrou que há duas formas de regeneração das
células β:  proliferação e diferenciação(13).
Em vista de tais observações e contradições,
propusemo-nos verificar o efeito, a curto prazo (10
dias), em ratos, da injeção de aloxana sobre a morfo-
logia, das ilhotas pancreáticas, realizando análise quan-
titativa das células α, β e δ, através do método imu-
noistoquímico.
2. MATERIAIS E MÉTODOS
2.1 Seleção da amostra
Foram utilizados 20 ratos (Rattus norveggicus),
machos, da linha Wistar, com peso corporal, inicial entre
200 e 300 g, provenientes do biotério da Disciplina de
Fisiologia.
2.2 Grupos experimentais
Os animais foram distribuídos em dois grupos,
cada um com 10 ratos, sendo um grupo-controle, de-
nominado N (controle normal) e um grupo experimental,
identificado como grupo A (com ratos que receberam
injeção de aloxana).
2.3 Injeção de aloxana
Os animais foram mantidos em jejum por 36
horas, recebendo apenas água e, ao final do período,
foram administrados 40ml/Kg, por via endovenosa, de
monoidrato de aloxana (Nutritional Biochemical Corp.)
a 2%, diluídos com solução salina fisiológica. A inje-
ção de aloxana foi feita através da veia jugular inter-
na, após anestesia por inalação de éter etílico. Aproxi-
madamente 30 minutos após a administração de
aloxana, foi oferecido alimento ao animal. Ao final de
dez dias de observação, os animais foram sacrifica-
dos para a realização da coleta de sangue e para a
retirada de órgãos. O horário de sacrifício, para os
grupos estudados, variou, das nove às quinze horas.
2.4 Coleta de órgãos
Sob anestesia inalatória com éter, abriu-se a
caixa torácica dos animais, e o coração foi exposto
para que se fizesse a perfusão pelo ventrículo esquer-
do, que foi iniciada com solução salina fisiológica (NaCl
0,9%) até o clareamento dos órgãos (cerca de 300
ml) e, a seguir, utilizou-se formalina tamponada a 4%
pH 7,4 até o enrijecimento do corpo do animal, cerca
de 100 ml. Após a perfusão, foi feita a coleta e pesa-
gem do pâncreas, que foi mantido em frascos de vi-
dro, contendo formalina tamponada com pH 7,4, para
posterior análise morfológica.
2.5 Processamento histológico do pâncreas
Para análise morfológica, o pâncreas, após a
coleta e manutenção em frasco de vidro, contendo
formalina tamponada (pH 7,4), durante 3 dias, foi
dividido em três segmentos: proximal (A), médio (B)
e distal (C) em relação ao duodeno, e submetido ao
processamento histológico para preparação das lâmi-
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nas. Os fragmentos dos segmentos, fixados em
formalina a 3,7%, foram desidratados por uma bateria
de álcool etílico com concentração crescente (70%,
80%, 90% e álcool absoluto), diafanizados em xilol,
emblocados em parafina e cortados por micrótomo,
em cortes com espessura de 5µm. As secções obti-
das foram secadas em estufa a 37°C e coradas com
hematoxilina e eosina.
2.6 Estudo imunoistoquímico
Para a realização do estudo imunoistoquímico,
fizeram desparafinização das lâminas, hidratação e
aquecimento em forno microondas por dois ciclos de
nove minutos. Foram  feitos resfriamento e passagem
das lâminas em H2O2 a 3%, em água destilada, por 15
minutos e em água corrente e PBS (fosfato básico de
sódio) por 15 minutos. Para o estudo das células β, foi
utilizado anti-soro de porco da Índia com concentra-
ção protéica de 6,4 mg/ml (LOWRY, padrão de
albumina bovina), com imunogenicidade para insulina
pancreática porcina, porém com reações cruzadas com
insulina de vários mamíferos, incluindo os ratos anali-
sados e também, humanos, na diluição de 1:500
(DAKO corporation-carpinteria, CA-USA, código
número A564, lote número 045C). Para o estudo das
células α, foi utilizado anti-soro de coelho com con-
centração protéica de 18mg/ml (LOWRY, padrão de
albumina bovina), com imunogenicidade para glucagon
pancreá-tico porcino e reações cruzadas para um
grande número de espécies de mamíferos, incluindo
ratos e humanos, na diluição de 1:500 (DAKO
corporation carpinteria CA-USA, código número A565,
lote número 097). Para o estudo das células δ, foi uti-
lizado anti-soro policlonal de coelho com concentra-
ção proteíca de 20mg/ml (LOWRY, padrão de albumina
bovina) e um sintético cíclico (1-14) de somatostatina
conjugada a tiroglobulina bovina, com imunogenicida-
de para somatostatina pancreática humana, porém
com reações cruzadas com a somatostatina de um
grande número de espécies de mamíferos, incluindo
ratos, na diluição de 1:500 (DAKO corporation
carpinteria, CA-USA, código número AO566, lote
número 037). Foi feita incubação a 4oC por 22 horas.
Após isto, lavamos com tampão PBS pH=7,4
e, para a detecção, usamos o kit de estreptavidinabio-
tina, conjugada com peroxidase (large volume DAKO
fos AB Kit peroxidase, código 0676) e a revelação do
sistema foi feita, usando-se como substrato, H2O2 a
0,0097% em acetato  como cromógeno, usamos o AEC
(Sigma-A06926) a 0,048%, em  formalina de dimetil e
contracorado com hematoxilina de Mayer por cinco
minutos e diferenciado com hidróxido de amônia a 1%.
Por fim, as lâminas foram lavadas em água corrente e
montadas com cola incolor a 50% e entellan.
2.7 Análise quantitativa
As lâminas contendo os fragmentos dos três
segmentos de pâncreas foram avaliadas quanto à
quantidade de células presentes em cada ilhota, sendo
selecionadas as ilhotas mais representativas. Estabe-
leceu-se um número fixo de oito ilhotas, as mais re-
presentativas a serem observadas em cada rato. As
células positivas das ilhotas pancreáticas eram cora-
das fortemente de vermelho pelos métodos imunois-
toquímicos específicos (insulina, glucagon e somatos-
tatina) e comparadas com lâminas com controles po-
sitivos. Em seguida, somamos as células de cada lâ-
mina, separadamente, positivas para insulina, glucagon
e somatostatina, em um total de 10 ratos normais e 10
ratos sob efeito de aloxana. As análises foram feitas
em microscópio de luz comum (Zeiss), em objetiva de
40x. A contagem das células foi feita com auxílio de
contador manual.
2.8 Análise estatística
A partir de uma análise de variância, não
paramétrica (Teste de Kruskal-Wallis) e do teste de
comparações múltiplas, não paramétrico (LSD – di-
ferença mínima significante), verificou-se que as di-
ferenças são estatisticamente significativas entre os
ratos normais e ratos sob o efeito de aloxana, quando
p<0,05 (5% = nível de significância).
3. RESULTADOS
Em relação às células produtoras de insulina,
em ratos normais, obtivemos um valor total de 2805
células positivas para 10 ratos (60,89% do total de
células), variando do número mínimo de 90 e do máxi-
mo de 696 células positivas por rato. Nas lâminas de
ratos sob efeito de aloxana, obtivemos o valor total de
528 células positivas (22,62% do total de células), va-
riando do mínimo de 13 e o máximo de 192 células
positivas por rato. Em relação às células produtoras
de glucagon, em ratos normais, obtivemos o valor to-
tal de 1487 células positivas (32,28% do total de célu-
las), variando do número mínimo de 67 e do máximo
de 294 células positivas por rato. Nas lâminas de ra-
tos sob efeito de aloxana, o número total de células
positivas foi de 1181 (50,59% do total de células), va-
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riando entre o mínimo de 36 e o máximo de 241 célu-
las positivas por rato. Em relação às células produto-
ras de somatostatina, em ratos normais, obtivemos o
valor total de 315 células positivas (6,83% do total de
células), variando do mínimo de 12 e do máximo de 61
células positivas por rato. Já em relação às células
produtoras de somatostatina, em ratos sob efeito de
aloxana, o número total de células positivas foi de 625
RATOS
Figura 1: Número de células positivas para insulina, em ratos normais e sob efeito da aloxana.
(26,77% do total de células), variando o mínimo de 13
e o máximo de 215 células positivas por rato.
Os dados mostram diminuição do número de
células positivas para insulina (Figura 1) e aumento no
número de células que expressam somatostatina (Fi-
gura 2) nos ratos sob efeito de aloxana em relação
aos ratos normais. Não houve diferença quanto às cé-
lulas produtoras de glucagon (Figura 3).
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Figura 2: Número de células positivas para somatostatina, em ratos normais e sob o efeito da aloxana.
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES
Propusemo-nos verificar a influência da injeção
de aloxana em ratos, sobre a morfologia, das ilhotas
pancreá-ticas, realizando análise quantitativa das cé-
lulas α, β e δ, através de estudo imunoistoquímico.
Os nossos resultados demonstram que a aloxa-
na exerce influência sobre o pâncreas endócrino. A
afirmativa é baseada no fato de que, quando analisa-
mos ilhotas de ratos sob efeito de aloxana, verifica-
mos haver diferença estatisticamente significativa
quanto ao número de células positivas para insulina e
somatostatina com relação ao grupo-controle estuda-
do. Nossos achados são semelhantes aos observados
por Rastogi et al.(18) que descrevem hiperplasia de
células  α e δ após a injeção de aloxana. Porém, exis-
tem resultados contraditórios. Patel et al.(19) observa-
ram que as células α e as células PP eram preserva-
das, inicialmente, enquanto as células β sofriam elimi-
nação virtual e as células δ apresentavam severa re-
dução, precocemente, no diabetes. Nossos estudos
sugerem que há aumento significativo do número de
células δ, aumento não significativo do número de cé-
lulas α e redução significativa do número de células β,
contradizendo parcialmente os achados. Em ratos e
macacos com diabetes induzido por estreptozotocina
e no Diabetes mellitus, dependente de insulina, um
aumento no número de células α e δ tem sido obser-
vado, com mudanças correspondentes nos níveis plas-
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Figura 3: Número de células positivas para glucagon, em ratos normais e sob o efeito da aloxana
máticos de glucagon e somatostatina(18). Níveis basais
de somatostatina mais elevados foram também obser-
vados em cães com diabetes induzido por aloxana(18).
Como glucagon e insulina estimulam e inibem as célu-
las δ, respectivamente, poder-se-ia levantar a possibi-
lidade de que os níveis elevados de glucagon e os ní-
veis baixos de insulina, observados em cães diabéticos
por efeito de aloxana, poderiam ser responsáveis pela
produção aumentada de somatostatina in vivo(18).
Hipertrofia e hiperplasia de células δ, no diabetes, po-
deriam ser também causadas por mudanças na glicose,
ácidos graxos livres ou cetonas, os quais são conheci-
dos por aumentar a liberação de somatostatina no rato
diabético(18). A formação de peróxido de hidrogênio,
induzida por aloxana, causa fragmentação do DNA
das células produtoras de insulina e, conseqüentemen-
te, Diabetes mellitus(13,14,21). Estudos demonstraram
que o efeito da aloxana sobre a secreção de insulina
ocorre em dois estágios; inicialmente, há a ação esti-
mulante com liberação rápida do hormônio, presumi-
velmente em virtude do influxo de íons de cálcio ao
citosol das células β, logo após, a secreção de insulina
pára completamente, mesmo durante a estimulação
com altas doses de glicose, em decorrência da necro-
se de células β pancreáticas.
Experimentos com composto de aloxana (marca-
do com isótopo 14 de C) demonstraram que a captação
deste composto pelas células β é maior, em compara-
ção com as demais células das ilhotas pancreáticas(20).
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Alguns trabalhos demonstraram que, a longo
prazo (tempo maior que 60 dias), o tratamento de ra-
tos com doses subdiabetogênicas de aloxana induz à
hipoglicemia somente em cerca de 25% dos animais(12).
O mecanismo de melhora, nesse caso, parece estar
relacionado aos mecanismos de reparo nas células β,
iniciados pela própria aloxana ou pela hipoglicemia de
longa duração. Outro estudo(6), utilizando o método
imunoistoquímico, dividiu o pâncreas de rato em áreas
onde houve e onde não houve perfussão  por aloxana
através do clampeamento da artéria mesentérica su-
perior. Esse estudo demonstrou que há duas formas
de regeneração das células β: proliferação e diferen-
ciação. No segmento onde houve perfusão por aloxa-
na, observou-se que, a longo prazo, há um aumento no
número de células β. Esse aumento ocorre principal-
mente próximo aos ductos, sugerindo que elas poderi-
am ter se diferenciado das células do ducto. No seg-
mento onde não houve perfussão  por aloxana, suge-
riu-se que as células β se regenerariam por prolifera-
ção das células pré-existentes. Esse estudo demons-
trou que, após um ano de seu início, a tolerância à
glicose estava completamente normal com um aumento
concomitante do conteúdo de insulina do pâncreas. Em
nosso estudo, a análise do efeito da aloxana foi feita a
curto prazo e supõe-se que as ilhotas não tenham so-
frido o efeito da regeneração das células β.
Após análise criteriosa dos dados da literatura
mundial, correlacionando-os  com resultados do pre-
sente estudo, que demonstram alterações morfológi-
cas nos pâncreas de ratos sob efeito de aloxana, é
possível reforçar a afirmação de que esse composto
tem ação destrutiva sobre as células β pancreáticas.
Além disso, no presente estudo, observamos que a
aloxana também exerce influência significativa sobre
as células  δ pancreáticas, o que já havia sido obser-
vado por outros autores(18). Entretanto, o mecanismo
de ação da aloxana sobre as células β e δ pancreá-
ticas  não foi completamente demonstrado, existindo
várias hipóteses em estudo.
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